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@ NOUVELLE UTILISATION DE COMPOSITIONS CONTENANT DE LA NACRE. 

\Sn L'invention concerne une nouvelle utilisation de la na- 
cPe en vue de la realisation d'une preparation pharmaceuti- 
que et/ou cosmetologique destinee a assurer la synthese 
de nouvelles cytokeratines. 

La nacre est utilisee sous forme de poudre fine melan- 
gee avec des excipients convenables pour realiser des mi- 
lieux de cultures cellulaires secretant des cytokeratines. 

Les cellules secretant des cytokeratines sont choisies 
parmi les fibroblastes, les lymphocytes 3 les keratinocytes et 
les cellules endothelials. 

Les compositions selon l'invention favorisent la synthese 
de substances neoformees comme les cytokeratines par 
les keratinocytes. 

Les compositions cosmetiques et pharmaceutiques se- 
lon la presente invention permettent I'amelioration de {'as- 
pect de la peau. 
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NOUVELLE UTILISATION DE COMPOSITIONS 
CONTENANT DE LA NACRE 

L'invention conceme une nouvelle utilisation de la nacre a des fins medicales et/ou 
cosmetologiques. 

La nacre est connue depuis longtemps pour ses proprietes regeneratrice des os. 
La Demanderesse a etudie les consequences de Pemploi de la nacre sur d'autres types de 
cellules comme les fibroblastes, les lymphocytes, les keratinocytes et les cellules endothelials 
L observation des comportements cellulaires a permis de constater de nouveUes proprietes non 
decntes a ce jour et qui permettent d'employer la nacre pour ces nouveUes utilisations. 
En effet, la poudre de nacre ajoutee a la culture de keratinocytes provoque de maniere 
tnatt endue une synthese accrue de cytokeratines. 

A ce jour beaucoup de produits sur le marche ont pour objectif d'eliminer la keratine et par la 
15 de faire apparaitre les couches cellulaires sous-jacentes en donnant ainsi a la peau un aspect 
rajeum mais avec Finconvenient de leser le capital cellulaire et d'affaiblir le rdle protecteur de 
Fepiderme. k 

L'invention consiste done dans Futilisation de la nacre preparee de maniere fine et en son 
20 melange avec des excipients convenables pour Pappliquer soit dans des milieux de cultures 
cellulaires sort dans des preparations cosmetiques ou pharmaceutiques pour effectuer une 
synthese tres importante de nouveUes cytokeratines ce qui confere a la peau une meilleure 
resistance au soleU et aux agressions, comme F exposition prolongee a Peau, au froid etc... 

25 La necessite de dormer a la peau un aspect stimule ou rajeuni utilise jusqu'a ce jour des soins 
qui ehminent la couche coraee superficielle avec la triple consequence : 
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a) - d'affiner la peau par un amincissement de Fepiderme alors que celui-ci voit 

son epaisseur diminuer avec TSge, 

b) - de diminuer le nombre de cellules de Pepiderme entamant ainsi le capital de 

replication cellulaire, 



c) - d'enlever les cellules apoptosees ou mortes, de la partie superficielle de 
35 Pepiderme, eliminant ainsi le film protecteur du stratum corneum et plus 

particulierement du stratum disjonctum, sensibilisant la peau aux agressions 
exterieures. 

D'autres techniques de soins font appel a des aspects strictement visuels comme le depot d'un 
40 film lipophile ou siheone, briUant ou satine, qui rend etanche les couches externes et evite ainsi 
leur deshydratation. Enfin, les modifications de la couleur de la peau assurent un aspect phis 
chaleureux (bronzage) ou juvenile (blanchiment) en s'associant souvent a des protecteurs 
solaires (ecrans organiques ou mineraux) ou des stimulants du bronzage naturel ou artificiel 
(D.H.A.). Ces soins ne contribuent en aucune fa9on a ameliorer la qualite naturelle de la peau 
puisqu'ils ne sont, en fait que des maquillages 

C'est pourquoi la presente invention vise a resoudre le probleme technique qui n'avait pas ete 
resolu jusqu'ici de presenter a la surface de la peau une structure neoformee qui lui confere un 
aspect jeune et dynamique sans eliminer les cellules La structure presentee a la surface cutanee 
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doit etre une substance naturellement produite par les cellules epitheliales comme les 
keratinocytes et qui contribue a I'epaississement physiologique de l'epiderme. 

La solution retenue a ete de choisir de ne pas decaper la peau pour amener a la surface de 
nouvelles structures cellulaires mais de faire produire aux keratinocytes des substances 
neotormees, les cytokeratines, que generent normalement ces cellules Iorsqu'elles sont ieunes 
ou actives. J 

Ces substances proteiques contribuent ainsi a I'epaississement de l'epiderme par Pamelioration 
de la qualite cytoplasmique des keratinocytes ainsi que des corneocytes, et par voie de 
consequence a sa resistance passive aux agressions exterieures. De plus, la restructuration des 
stratum epitheliaux ameliore la masse de l'epiderme constituant une reserve de messagers et 
ainsi contnbuant a sa resistance active aux agressions exterieures 

La Demanderesse a constate que la nacre contenait dans son biocristal des substances 
susceptibles d'activer les cellules de ranimal pour reparer la coquille lorsque ceUe-ci etak 
15 lesee. Certaines substances contenues dans Ie biomineral qu'est la nacre, sont de nature 
proteique et repondent bien aux anticorps diriges contre les collagenes humains et de rats, de 
type I et m. II existe done bien une analogie entre la peau et la coquille des conchiferes. 

Grace a cette observation la Demanderesse a envisage et verifie que la nacre contenait des 
20 substances ongmales qui pouvaient intervenir dans les processus de restructuration de la peau 
La partie la plus superficeUe de la peau est constituee par des cellules anuclees dont les 
couches les plus extemes forment le Stratum corneum. Cette couche comee externe peut etre a 
I image de la coquille des bivalves. D y a done tout lieu de penser que les processus de 
restauration de cette _structure, (constituee de matiere sans materiel nucleaire et genetique 
25 comme I est la coquille), pouvait repondre aux memes signaux de restauration D restait 
cependant un probleme difficile a resoudre du fait que la coquille des bivalves baigne dans l'eau 
et que les substances relarguees a partir de la coquille a 1'occasion d'une lesion doivent 
repondre a une specificite d'action tres precise. 

30 De ce fait la Demanderesse s'est heurtee a de nombreuses difficultes pour faire exprimer cette 
activate et la mettre en evidence 

L'analyse des proteines apres un broyage traditionnei de la nacre montre que ceUe-ci peut 
contemr 1,6 mg de substances proteiques par gramme. On a constate que ces substances ne 
developpaient pas la meme activite (phosphatase alcaline) sur une culture d'osteoblastes selon 
la dilution.De plus on a note de maniere inattendue que si I'on diluait la nacre en poudre par 
une autre poudre constituee essentiellement par de I'aragoiute (constituant mineral de la 
nacre), la reponse des cellules a la presence de biocristaux de nacre se trouvait amplifiee C'est 
done avec une preparation constituee de 90 % d'aragonite et de 10 % de nacre que les essais 
deems ci-dessous ont ete realises. Selon l effet souhaite il est possible d'utiliser des dilutions 
allant de 0, 1 % a 98 % de nacre dans Ie melange total 

Si la nacre permet de developper un effet dermo-protecteur c'est dans la synthese des 
constituants du Stratum corneum que Ton trouve le plus de modifications. La couche comee 
etant constituee par la condensation des cytokeratines, la Demanderesse a oriente ses analyses 
vers cette matiere Les consequences envisageables seront essentiellement dans la qualite de la 
reponse des cellules au stress d'une agression ( synthese d'interleukine 1 . IL-1) De plus la 
peau est sounuse a une importante activite photolumineuse a laquelle elle repond par la 
synthese d'un element photoprotecteur : la melanine. Logiquement on doit observer une 
50 diminution de la synthese de la melanine ou une meilleure repartition de celle-ci dans les 
keratinocytes. 
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Role de la nacre dans la syntese dcs cytokeratines. 

Les cytokeratines se distinguent par leur poids moleculaires et pour la plupart d'entre elles il 
existe un anticorps specifique Afin d'etudier 1'ensemble du phenomene, on a utilise un 
anticorps dirige contre I'ensemble des cytokeratines. De ce fait il est appeie anti-pan 
cytokeratines. 

On a done realise la culture cellulaire de keratinocytes obtenus a partir de prelevement 
chirurgicaux de peau. La peau est traite par digestion enzymatique et mise en incubation dans 
un milieu specifique (Mac Koy modifie ou du type KBM- Keratinocytes Basal Medium -): 
milieu de culture ne contenant pas de serum. 

10 3 cellules sont incubees pendant 24 heures en presence de 50 mg de nacre par ml de milieu 
depourvu de serum de veau foetal ou de serum proteique similaire. 

Les cellules sont rincees, le surnageant elimine, les cellules sont separees de la nacre, lysees, 
puis un « western blot » est realise sur la fraction cellulaire. La technique du « western blot » 
est une technique analytique basee sur une separation des proteines selon leur poids 
moleculaire par electrophorese suivie d'une detection immunoiogique. Un anticorps de 
deuxieme couche greffe a un enzyme revele le premier anticorps lors de la mise en contact avec 
un substrat chromogene. Pour obtenir des resultats interpret ables plusieurs dilutions sont 
testees et la quantification de la substance a doser, -ici les pancytokeratines- se fait par simple 
spectrophotometrie d' absorption ou par analyse d'image de la plaque de revelation. Dans ces 
conditions on a constate que Fhypothese de base se verifiait et que la nacre etait susceptible de 
doubler la quantite de cytokeratines synthetisee par les keratinocytes. Les resultats sont etudies 
en tenant compte de la synthese proteique totale sur plusieurs dilutions car d'une part le 
nombre de cellules n'est pas rigoureusement constant et d'autre part leur activite n'est pas 
necessairement coordonnee. 
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On notera que 1'analyse prend toute sa sensible lors de I'electrophorese d'au moins 20 uL 

de cytokeratines ameliore les proprietes mecanique de la peau, il est possible 
d eimsager un role protecteur de la nacre lors des agressions. On peut cJSerer deTr^ 

mettant enjeu 1 mterleukine en premiere intention et les reponses impliquant la melanine 
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R6Ie de la nacre sur la synthese de l'interleukine 1 (II-l): ,^ 
P^seSe n^rT nte ^ ***** ^ dC " dC h U **° HL 60 en 



25 de , n^cre UI,e ^"'i 00 ^P 0 ^ de la secretion d 'fl-l lorsque les cellules sont en presence 
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Reaction de prot ection m ettant en ie» U melanin* 



35 



40 



temoin 
nacre 0,5 % 
nacre 1% 



0,150 
0,150 
0,139 



0,149 
0,132 
0,137 



0,148 
0,140 
0,143 



Moyenne 

0,149 
0,141 
0,141 
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Chv constate neanmoins que le nombre de « dendrites » des melanocytes est augmente lors de la 
coculture melanocytes - keratinocytes issus d'explants de la peau. 



temoin 
nacre 0,2 % 
nacre 1% 



(nombre de dendrites) 
5 
12 
15 



50 On en deduit une meilleure repartition de la melanine 
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REVINDICATIONS 

Nouvelle utilisation de la nacre en vue de la realisation d'un medicament 
destine a ameliorer la synthese de nouvelles cytokeratines. 

Nouvelle utilisation de la nacre en vue de la realisation d'une preparation 
cosmetologique destinee a ameliorer la synthese de nouvelles cytokeratines. 

Utilisation de la nacre sous forme finement pulverulente et melangee avec des 
excipients convenables en vue de son application dans des milieux de cultures 
cellulaires. 

Utilisation de la nacre selon les revendications 1 et 2, en vue de la preparation 
d'une composition qui favorise la synthese de substances neoformees comme 
les cytokeratines. par les keratinocytes. 

Utilisation de la nacre selon les revendications 1 a 4, dans laquelle la nacre est 
additionnee d'aragonite dans une proportion allant de 0,1% a 98% de nacre 
dans le melange. 

Utilisation de la nacre selon la revendication 1. sous forme finement 
pulverulente et melangee a des excipients convenables, en vue de la 
realisation de compositions pharmaceutiques assurant I'amelioration des 
qualites de la peau. 

Utilisation de la nacre selon la revendication 2, sous forme finement 
pulverulente et melangee a des excipients convenables, en vue de la 
realisation de compositions cosmetiques assurant I'amelioration de laspect de 
la peau. 

Utilisation de la nacre selon les revendications 2 et 7 en vue de la preparation 
d une composition assurant I'amelioration des proprietes mecaniques de la 
peau. 
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9. Utilisation de la nacre selon les (revindications 1 et 6 en vue de la preparation 
d'une composition assurant les processus de restauration de la structure de la 
peau. 

5 

10. Utilisation de la nacre selon les revendications 1 et 6 en vue de Da realisation 



d'une composition exer^ant un role protecteur sur Da peau et Juo confferarott uno 
resistance active dans des conditions exterieures agressives. 



10 11. Utilisation de la nacre selon Tune au rnoins des revendications 1, 2, 6 et 7, en 
vue de la realisation d'une preparation qui confere un aspect jeune et 
dynamique a la peau, grace a une structure neoffbrmee a la surface. 
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Figure 1 
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Figure 2 



Densite optique 




terrain nacre 0,5% Nacre1,0% 
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